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k57 Resumen:
Procedimiento para la sobreproduccion, puricacion
y utilizacion de la agarasa de Streptomyces coelico-
lor.
Se muestra un metodo rapido y sencillo para puri-
car a homogeneidad y sin contaminantes la agarasa
de Streptomyces coelicolor. Para la sobreproduccion
de agarasa se empleo una estirpe de S. lividans por-
tadora de un plasmido de alto numero de copias que
contienen el gen dagA de S. coelicolor. El metodo
de puricacion se basa en la utilizacion de una nueva
matriz de anidad compuesta por esferas de agarosa
4% (p/v) y un tampon con elevada concentracion de
sal para evitar la union inespecca de protenas a la
matriz de agarosa. La enzima as puricada esta libre
de contaminantes y puede ser usada para la recupe-
racion cuantitativa de fragmentos de ADN de geles
de agarosa de bajo punto de fusion.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art 37.3.8 LP.
Venta de fascculos: Ocina Espa~nola de Patentes y Marcas. C/Panama, 1 { 28036 Madrid
ES
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DESCRIPCION
Procedimiento para la sobreproduccion, puri-
cacion y utilizacion de la agarasa de Streptomy-
ces coelicolor.
Sector de la tecnica.
Las tecnicas de ingeniera genetica y biologa
molecular requieren de herramientas sencillas y
ecaces. La manipulacion y clonacion de acidos
nucleicos son practicas rutinarias que normal-
mente pasan por el fraccionamiento y posterior
puricacion de fragmentos de ADN. El procedi-
miento que en esta memoria se describe se puede
considerar como un producto biotecnologico de
aplicacion directa en Biologa Molecular para el
aislamiento de ADN de geles de agarosa de bajo
punto de fusion, as como en otras tecnicas re-
quieran la degradacion del agar o agarosas.
Estado de la tecnica
Las agarasas son protenas que degradan po-
lisacaridos complejos, constituyentes del agar y
agarosa, a oligosacaridos mas sencillos. Se han
descrito al menos tres tipos de agarasas, -
agarasa I,II y una agarasa de 20 KDa de Vibrio
sp. AP-2 (Morrice, L.M., McLean, M.W., Wi-
lliamson, F.B. y Long, W.F. (1983) Eur. J. Bio-
chem. 135: 553-558, Aoki, T., Araki, T. y kita-
mikado, M. (1990) Eur. J. Biochem. 187: 461-
465), todas ellas procedentes de bacterias que des-
componen el agar. La -agarasa I de Pseudomo-
nas atlantica es una protena extracelular de 32
KDa de masa molecular, y es la mejor caracteri-
zada y comercializada para el aislamiento de ADN
de geles de agarosa (Michiels, F., Burmeister, M.
y Lehrach B. (1987) Science 36: 1305-1308; Mi-
chiels, F., Burmeister, M. y Lehrach B. (1987)
Science 36: 1305-1308).
El gen dagA de S.coelicolor codica una aga-
rasa extracelular que es la primera enzima de la
ruta de degradacion del aguar por esta bacteria
(Stanier, R.Y. (1942) J. Bacteriol. 44: 555-570).
Este gen ha sido clocando en Steptomyces livi-
dans y la protena sobreproducida (Kendall, K y
Cullum, J. (1984). Gene 29:315-321; Bibb, MI,
Jones, G.H., Joseph, R., Buttner, M.J. y Ward,
J.M. (1987; Parro, V. y Mellado, R.P. (1993).
FEMS Microbiol. Lett. 106:347-356) y parcial-
mente puricada (Bibb y col., 1987), pero hasta
la fecha no ha sido descrito un protocolo de puri-
cacion a homogeneidad segun el cual la enzima se
encuentre libre de otras actividades enzimaticas
contaminantes y por tanto pueda ser utilizada en
Biologa Molecular.
Descripcion de la invencion.
La puricacion de fragmentos de ADN me-
diante la utilizacion de geles de agarosa es una
practica imprescindible y a la vez rutinaria en
Biolotaa Molecular. El desarrollo de tecnicas
para extraer el ADN del gel de agarosa es ince-
sante, desde la fabricacion de agarosas con ma-
yor poder de resolucion, manejabilidad y de bajo
punto de fusion, hasta la obtencion d> productos
para la recuperacion del ADN del gel. Entre estos
se encuentran las agarasas, enzimas que hidroli-
zan los polisacaridos estructurales de las agarosas
a oligosacaridos mas sencillos que ya son incapa-
ces de formar la estructura de gel. La agarasa
comercial m s ampliamente utilizada es una -
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agarasa tipo I y procede de la bacteria Pseudo-
monas atlantica. La agarasa de S. coelicolor fue
parcialmente puricada por Bibb y colaboradores
en 1987, pero no se presentaron evidencias de que
estuviera libre de otros contaminantes ni existen
referencias en la literatura de que haya sido uti-
lizada en la puricacion de ADN. Nosotros pre-
sentamos mejoras en el metodo de puricacion,
vericamos la pureza de nuestra preparacion de
enzima y demostramos la utilidad y conveniencia
en la recuperacion de ADN de geles de agarosa.
Breve descripcion de la invencion.
En la presente memoria se describe una me-
jora en el procedimiento de puricacion de la aga-
rasa de S.coecolor y el metodo de utilizacion por
primera vez de esta enzima en la recuperacion
cuantitativa de ADN de geles de agarosa de bajo
punto de fusion.
Descripcion detallada de la invencion.
Para la sobreproduccion de agarasa se em-
plea una estirpe de S.lividans portadora de un
plasmido de alto numero de copias (pAGAsl; Pa-
rro y Mellado, 1993) que contiene el gen dagA
de S.coelicolor. Dicha estirpe fue cultivada en
medio denido NMMP (Hopwood, D.A., Bibb,
M.J., Chater, K.F., Kieser, T., Brutton, C.J.,
Kieser, H.M., Lydiate, D.J., Smith, C.P., Ward,
J.M. y Schrempf, H. (1985). Genetic Manipula-
tion of Streptornyces. A laboratoy manual. Nor-
wich: John Innes Foundation), sin polietilenglicol
(PEG) y con manitol como fuente de carbono. A
las 64 horas del cultivo m s del 60% de la protena
total presente en el medio estaba constituido por
una protena de aproximadamente 32 KDa que
era el producto del gen dagA. Para la puricacion
de la agarasa se procedio como sigue:
a) La masa celular se separo del medio me-
diante centrifugacion y las protenas to-
tales presentes en el sobrenadante fueron
concentradas por precipitacion con sulfato
amonico al menos al 80% de saturacion.
b) Puricacion por cromatografa de anidad.
Se preparo una columna de esferas de aga-
rosa, 2-6%, preferentemente 4%, (CL de HI-
PANAGAR S.A., Burgos), la muestra con-
centrada se dializo frente al tampon em-
pleado en la columna (Imidazol-ClH 50 mM
pH 6,5; ClNa al menos 0,5 M) y se cargo
en la misma. Se pasaron al menos 10
volumenes de tampon para lavar la mues-
tra.
c) Elucion y concentracion. La agarosa adhe-
rida a la matriz se eluyo con ClNa, al menos
1.5 M y las fracciones que contenan activi-
dad agarasa fueron concentradas por preci-
pitacion con sulfato amonico. La muestra
fue dializada frente a tampon imidazol 50
mM pH 6,5 y almacenada en glicerol 50%,
ClNa 100mM.
Con la enzima as puricada se hicieron ensa-
yos para detectar la presencia de actividades en-
zimaticas contaminantes: fosfatasa alcalina, pro-
teasas, DNasas, RNasas y actividad \nickasa".
Asimismo se estudio la interferencia de la aga-
rasa con enzimas de restriccion y modicacion
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(ligasa, polinucleotido quinasa, etc.). No se de-
tectaron actividades contaminantes signicativas
en las condiciones ensayadas, y se comprobo que
un exceso de 40-100 veces de agarasa no inhiba
la ligasa ni las enzimas de restriccion.
Se estudio la influencia del pH, temperatura y
concentracion de la sal sobre la actividad agarasa.
La actividad optima se determino en tampon ace-
tato pH 6 a 37C, si bien aun se mantena m
s del 50% de la actividad a 50C y a 25C. Lo
mas destacable fue que la enzima presentaba un
100% de actividad a altas concentraciones de sal
(acetato sodico 0.64 y mas del 50% en ClNa 1
M. Esta propiedad permite utilizar la agarasa en
tampones con elevada concentracion de sal, que
no afecta a los acidos nucleicos y si puede ser su-
ciente para inhibir posibles enzimas contaminan-
tes como DNasas y RNasas que pudieran estar
presentes en las muestras.
Ejemplo de realizacion de la invencion.
Ejemplo 1.
Puricacion de la agarasa de S.coelicolor a par-
tir de la estirpe sobreproductora S.lividans TK21
[pAGAsl].
El ADN total de S.coelicolor fue digerido con
la enzima de restriccion BamHI y ligado alplasmi-
do de alto numero de copias pIJ486 (Ward, J.M.,
Janssen, G.R., Kieser, T., Bibb, M.J.y Buttner,
M.J. (1986) Mol. Gen. Genet. 203: 468-475).
Con la mezcla de ligacion se transformaron proto-
plastos de S.lividans TK21, estirpe no productora
de agarasa, y se seleccionaron dos transforman-
tes que se hundan ligeramente en el agar de la
placa de cultivo. Estos transformantes contenan
un plasmido (pAGAsl) con un inserto adicional
de M que inclua el gen dagA en la orientacion
del gen neoR. La nueva estirpe, S.lividans TK21
[pAGAsl], se cultivo en medio denido NMMP
(Hopwood y col., 1985) sin PEG y con manitol
como fuente de carbono. A las 64 h de cultivo
la masa celular se separo por centrifugacion y las
protenas totales presentes en el medio se concen-
traron por precipitacion con sulfato amonico al
80% de saturacion. El precipitado proteico se re-
cupero por centrifugacion y se disolvio en 2ml de
tampon imidazol 50 mM pH 6,5 (tampon I) y se
dializo frente a mil volumenes del mismo tampon
con ClNa 0,5 M (tampon II). Se monto una co-
lumna de 2,5 por 4,5 Cm de esferas de agarosa al
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4% (CL, Hispanagar S.A., Burgos) equilibrada en
tampon II y se cargo la muestra a una velocidad
de 0,04 ml/min. Despues de pasar un volumen
de tampon, se subio la velocidad a 0,4 ml/min
y se lavo la columna con 10 volumenes mas. La
protena retenida en la columna se eluyo con ClNa
1,5 M y fue concentrada por precipitacion con
sulfato amonico y dializada frente a tampon I.
Con el n de comprobar la pureza de la prepa-
racion de agarasa se hicieron ensayos para bus-
car posibles actividades enzimaticas contaminan-
tes usando un exceso de 20 a 100 veces la cantidad
normal de agarasa que se empleara en un ensayo
de puricacion de ADN. El resultado fue que la
preparacion estaba libre de actividades tales como
DNasas, RNasas, proteasas, fosfatasa alcalina y
actividad \nickcasa". Tambien se comprobo que
un exceso de agarasa no interfera con la activi-
dad de las enzimas de restriccion y ligacion del
ADN.
Ejemplo 2.
Utilizacion de la agarasa DagA para la puri-
cacion de ADN a partir de geles de agarosa de
bajo punto de fusion.
En un gel de agarosa de bajo punto de fusion
al 1% (p/v) (LM3, Hispanagar, S.A.) se fraccio-
naron los productos de digestion del ADN del
fago Lambda con la enzima de restriccion Hin-
dIII. Tras te~nir el ADN con bromuro de etidio se
recorto la banda de 23,9 Kb, se fundio a 65C
durante 10 min, se a~nadio 1/10 del volumen de
acetato sodico 3 M pH 6 y se incubo a 42C en
presencia de 1 unidad de agarasa por cada 100 l
de agarosa 1%. Despues de una hora de reaccion,
la muestra se incubo 10 min a 0C y se siguio
con una centrifugacion a 12.000 g a 4C para se-
dimentar los oligosacaridos. El ADN se recupero
por precipitacion con etanol. Una hora de incu-
bacion con una unidad de agarasa es suciente
para recuperar practicamente el 100% del ADN.
El tiempo de incubacion con agarasa podra re-
ducirse a 10-15 min. aumentando la cantidad de
enzima, ademas el propio tampon de incubacion
(acetato sodico 0,3 M pH 6), a diferencia del de
otras agasas comerciales, contiene la sal suciente
como para precipitar en fro los oligosacaridos, y
el ADN con etanol o isopropanol, simplicando
as un poco mas la manipulacion de las muestras.
3
5 ES 2 117 591 B1 6
REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la sobreproduccion,
puricacion y utilizacion de la agarasa de Strep-
tomyces coelicolor caracterizado porque para la
sobreproduccion de la agarasa se emplea una es-
tirpe de S.lividans portadora de un plasmido de
alto numero de copias pAGAsl.
2. Procedimiento segun reivindicacion 1, ca-
racterizado porque para la puricacion de la
agarasa de S. coelicolor, se procede de la siguiente
forma:
a. la masa celular se separa mediante centrifu-
gacion y las protenas totales presentes en
el sobrenadante se concentan por precipi-
tacion con sulfato amonico.
b. puricacion por cromatografa por anidad.
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Se prepara una columna de esferas de aga-
rosa del 2-6%, la muestra concentrada se
dializa frente al tampon empleado en la co-
lumna, que contiene ClNa en una concen-
tracion superior al menos a 0,5M.
c. elucion y concentracion. La agarosa adhe-
rida a la matriz se eluye con ClNa, al me-
nos al 1,5M y las fracciones que contenan
actividad agarasa se concentran por preci-
pitacion con sulfato amonico.
3. Uso de la agarasa de S. coelicolor para la
puricacion de fragmentos de ADN, a partir de
geles de agarosa de bajo punto de fusion por su
capacidad de funcionar en tampones con elevada
concentracion de sal, lo que permite la recupe-
racion inmediata de los acidos nucleicos por pre-
cipitacion con etanol o isopropanol
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